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DESCRIPTION 

Le domaine de F invention est celui de F analyse microbiologique par voie biochimique, 
et en particulier de la detection et de ridentification de microorganismes, tels que 
notamment de bacteries ou de levures par ensemencement de milieux r6actionnels. 

Dans le cadre de Finvention, on s'interesse plus particulierement k la detection / 
identification de microorganismes, tels que notamment des bacteries ou des levures, 
pathogenes ou indicateurs de qualite, que ce soit dans le milieu medical ou le milieu 
industriel. 

II existe actuellement de tres nombreux milieux permettant la detection de ces 
microorganismes. Cette detection peut etre basee notamment sur Futilisation de substrats 
particuliers, specifiques d'une enzyme du microorganisme que Ton souhaite detecter. 
D'une maniere g&terale, les substrats synthetiques d'enzymes sont constitutes d'une 
premiere partie sp£cifique de Factivite enzymatique k r&veler, et d'une seconde partie 
faisant office de marqueur, gen6ralementchromog6ne ou fluorescent Ainsi dans le cas 
des bacteries, par le choix des substrats, selon qu'il y a reaction ou non, il est possible de 
caracteriser la nature d'un microorganisme. 

Ainsi, dans le cas de bacteries, les souches d' Escherichia coli sont souvent mises en 
Evidence par la revelation d'une activity enzymatique du type osidase telle que F activity 
p-glucuronidase ou p-gaiactosidase. De la meme fa?on, le genre Listeria est detecte par 
la mise en Evidence d'une activite P-glucosidase. 

Une activity aminopeptidase peut £galement etre utilisSe pour r6v61er un groupe, un 
genre ou une espSce de bacteries. Ainsi, F activity alanine-aminopeptidase, par exemple, 
permet de diff&rencier les bacteries k Gram nSgatif des bacteries a Gram positif. 
Enfin, on peut citer egalement la detection d'une activity esterase pour notamment la 
mise en Evidence du genre Salmonella. En effet, le genre Salmonella possede des 
esterases non specifiques capables d'hydrolyser des substrats synthetiques chromog&ies, 
par exemple indigog6niques. Dans le cas de la detection de salmonelles, et plus 
g&teralement dans le cas de bacteries k activite esterase, la detection et/ou F identification 
de ces bacteries est classiquement r6alis6e sur des milieux gelos6s ou liquides 
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d'isolement, qui permettent la detection et/ou 1' identification des colonies suspectes de 
bacteries a activity esterase. 

Toutefois, on observe lors de certains prelevements, notamment de feces, la liberation 
d'enzymes, non specifiques du microorganisme que Ton souhaite detecter, et qui 

5 peuvent ult6rieurement reagir avec le substrat chromogene. Cela induit la pr6sence de 
faux positifs : certains prelevements sont consideres comme contamines alors qu'ils ne 
le sont pas, ce qui peut avoir des consequences dramatiques pour le diagnostic ulterieur. 
Ainsi, dans le cas de la detection de salmonelles mises en evidence par une activite 
enzymatique de type esterase, il peut se produire une liberation d' esterases par des 

10 selles, non contamin6es par des salmonelles, qui hydrolysent alors le substrat present 
dans le milieu de culture, ce qui provoque la liberation d'une coloration magenta, 
normalement specifique des salmonelles. 

La presente invention se propose done d'ameliorer les milieux permettant la detection 
de microorganismes actuellement commercialisms en limitant la presence de faux 
15 positifs. 

A cet effet, la presente invention concerne un milieu de detection de 
microorganismes comprenant un milieu de culture et au moins un substrat qui peut etre 
hydrolyse en un produit marque par au moins une premiere enzyme, specifique desdits 
20 microorganismes, caracterise en ce qu'il comprend au moins un inhibiteur d'au moins 
une deuxieme enzyme, diff6rente de la premiere enzyme ou identique a celle ci mais 
non specifique desdits microorganismes. 

Au sens de la presente invention, le terme microorganisme recouvre les bacteries, les 
levures, et plus generalement, les organismes generalement unicellulaire, invisibles a 

25 Poeil nu, qui peuvent etre multiplies et manipules en laboratoire. 

Au sens de la presente invention, on entend par milieu de culture, un milieu comprenant 
tous les Elements necessaires a la survie et/ou a la croissance de microorganismes. En 
pratique, Phomme du metier choisira le milieu de culture en fonction des 
microorganismes cibles, selon des criteres parfaitement connus et a la portee de cet 

30 homme de Part. Pour les bacteries, on peut citer a titre indicatif, les milieux s&ectifs de 
type : Mac Conkey, Columbia ANC, PALCAM, Saboxiraud Gentamycine- 
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Chloramphenicol, et les milieux non s61ectifs de type Trypcase soja, milieu nutritif, 
Sabouraud. Le milieu de culture selon rinvention peut contenir d'6ventuels autres 
additifs comme par exemple : un ou plusieurs substrats enzymatiques par exemple 
chromog&ie ou fluorog&ies, des peptones, un ou plusieurs facteurs de croissance, des 

5 hydrates de carbone, un ou plusieurs agents selectifs, des tampons, un ou plusieurs 
gelifiants... Ce milieu de culture peut se presenter sous forme de liquide de gel pret a 
Pemploi, c'est k dire pret a Pensemencement en tube, flacon, ou sur boite de Petri. 
Le substrat est choisi parmi tout substrat pouvant etre hydrolyse en un produit qui peut 
permettre la detection, directe ou indirecte d'un microorganisms Ce substrat comprend 

10 une premifere partie specifique de Pactivite enzymatique a reveler, et une seconde partie 
faisant office de marqueur, ci-apres appelee partie marqueur, fluorescente ou 
chromogene. Comme substrat fluorescent, on peut titer notamment les substrats a base 
d'umbelliferone ou d'aminocoumarine, k base de r6sorufine ou encore a base de 
fluoresceine. Comme substrat chromog&ie, mieux adapte aux supports solides (filtre, 

15 g61ose, gel d f 61ectrophor6se), on peut titer notamment les substrats k base d'indoxyl et 
ses derives, et les substrats a base d'hydroxyquinoline ou d'esculetine et leurs derives, 
qui permettent la detection d'activites osidase et esterase. On peut citer egalement les 
substrats a base de nitrophenol et nitroaniline et derives, permettant de d&ecter les 
activites osidases et esterases dans le cas de substrats a base de nitrophenol, et des 

20 activites peptidases dans le cas de substrats a base de la nitroaniline. On peut citer enfin 
les substrats k base de naphtol et naphtylamine et ses d6riv6s, qui permettent de detecter 
les activites osidases et esterases par Pinterm6diaire du naphtol, et les activites 
peptidases par Pinterm6diaire de la naphtylamine. Ce substrat peut permettre 
notamment, mais d'une fa<?on non limitative, la detection d'une activite enzymatique 

25 telle que Pactivite d'une osidase, peptidase, esterase. 

Par premiere enzyme, on entend une enzyme specifique du microorganisme que Pon 
souhaite detecter. Cette enzyme peut etre notamment, mais de fa9on non limitative, une 
osidase, peptidase, esterase, sulfatases, phosphatase. . . 

Par deuxteme enzyme, on entend une enzyme, difterente de la premiere enzyme, ou 
30 identique a celle ci mais non spdcifique du microorganisme que Pon souhaite detecter 
mais qui est lib6ree lors du pr61£vement de P6chantillon. Cette deuxteme enzyme est 
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susceptible de reagir avec le substrat, ce qui peut induire la presence de faux positifs. 
Cette enzyme peut etre notamment, mais de fa9on non limitative, une osidase, 
peptidase, esterase, sulfatases, phosphatase... 

Par echantillon, on entend tout type d'echantillon dans lequel on souhaite d&ecter la 
presence de microorganismes. Cet echantillon peut provenir notamment, mais de fa9on 
non limitative, d'un prelevement de sang, d'urine, de selles, d' aliments. .. 
Selon un mode prefere de Pinvention, le microorganisme est une bacterie, qui 
appartient pr6ferentiellement au genre Salmonella. 

Selon un autre mode prefer^ de Pinvention, ladite premiere enzyme est une esterase. 

Selon un autre mode prefere de Tinvention, Tinhibiteur appartient a la famille des 
organophosphates, et est pr^ferentiellement le 0,0-Diethyl p-nitrophenyl phosphate 
(Paraoxon ethyl, CAS n°31 1-45-5) ayant la formule suivante : 




et/ou le 0,0-Di (2-chloroethyl)-0-(3-chloro-4-methylcoximarin-7-YL) phosphate 
(Haloxon, CAS n°321-55-l) ayant la formule suivante : 
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et/ou au moins un derive de ces molecules. 

En effet, d'une fa$on surprenante, les inventeurs ont mis en Evidence que I 'utilisation 
de certaines molecules de type Paraoxon® et Haloxon®, qui sont des pesticides de la 
famille des organophosphates, permettent, une fois incluses dans le milieu de culture, 
d'inhiber Pexpression des esterases lib6rees par le prelevement 

La concentration en 0 3 0-Diethyl p-nitrophenyl phosphate ou son d6riv6 dans le milieu 
de detection est pr6ferentiellement comprise entre 0,1 et 15 mg/1, et encore plus 
pr6f6rentiellement entre 1 et 10 mg/1. 

La concentration en 0,0-Di(2-chloroethyl)-0-(3-chloro-4-methylcoumarin-7-YL) 
phosphate ou son derive dans le milieu de detection est pr^ferentiellement comprise 
entre 1 et 1000 mg/1, et encore plus pr6ferentiellement entre 30 et 100 mg/1. 
Selon un mode pr6f6r6 de l'invention, ledit substrat est un substrat chromog&ie, 
pr6f6rentiellement un ester d'indoxyl ou de ses d6riv6s, et encore plus 
pr6f£rentiellement un ester d'indoxyl ayant la formule suivante 
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avec n compris entre 2 et 12 et W, X, Y, Z sont choisis parmi H, Br, CI, F, L D'une 
fa9on encore plus preferentielle, le substrat est le 5-Bromo-6-chloro-3-indoxyl caprylate 
(Magenta C8). 

L'invention conceme 6galement un procede de detection et/ou d' identification de 
microorganismes comprenant : 

• rensemencement desdits microorganismes a identifier sur un milieu de 
detection, tel que d6finit pr6cedemment, 

• Tincubation du milieu de detection ensemence avec lesdits 
microorganismes k identifier, et 

• la determination de la presence desdits microorganismes par la detection 
du ou des substrats hydrolyses en un produit marqu6. 

L'ensemencement des microorganimes, tels que notamment les bactSries ou levures 
peut etre realisee par toutes les techniques d'ensemencement bien connues de Thomme 
du metier. De meme, Tincubation est realisee preferentiellement k une temperature pour 
laquelle T activity enzymatique que Ton souhaite detecter est maximale, que Thomme 
du metier peut choisir aisement selon Tactivite enzymatique a detecter. Dans le cas de 
la detection de l'activite esterasique des salmonelles, Tincubation est preferentiellement 
realisee entre 36 et 38°C. 

L'invention conceme enfin Tutilisation du milieu de detection et/ou d' identification tel 
que defini ci dessus. 

Les exemples ci dessous sont donnes a titre explicatif et n'ont aucun caractere 
limitatif lis permettront de miexix comprendre T invention. 

Exemple 1 : Inhibition des enzymes libres par le paraoxon® ethyl (0,0-Diethyl p- 
nitrophenyl phosphate) 

Le but des experiences presentees dans cet exemple est de demontrer Teffet inhibiteur 
des enzymes libres du paraoxon® ethyl (Riedel-deHaen, St Quentin Fallavier, France) 
sur des selles contamin6es par des salmonelles. 
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Preparation du milieu de detection : un volume de 250 ml de milieu de detection est 
pr6par6 h partir d'une poudre de milieu ayant la composition suivante : 



Peptones 6,25 g/1 

5 Tris 0,16 g/1 

Lactose 6 g/1 

Sels biliaires 1,5 g/1 

NaCl 5 g/1 

Agar 14 g/1 



10 La fonte est realisee a 100°C, et le milieu est autoclave 15 minutes k 121°C. On ajoute 
ensuite les additifs dans le milieu : Magenta C8 (500mg/l ; B-7102, BIOSYNTH, Staad, 
Suisse) ; X-glucoside (75 mg/1 ; B-7250, BIOSYNTH, Staad, Suisse) ; cefsulodine (10 
mg/1 ; C 4786, Sigma, St Quentin Fallavier, France) et differentes concentrations de 
Paraoxon® ethyl (0,0-Diethyl p-nitrophenyl phosphate; 36186, Riedel-deHaen, St 

15 Quentin Fallavier, France ; 0 ; 1 ; 5 ou 10 mg/1). 

Les differents milieux de detection ainsi obtenus sont ensuite coules en boite de Petri. 

Ensemencement des bact&ies Salmonella : lOjil de selles sont d6pos6s sur boite de 
Petri, cette suspension de selle est m&angee ou non a 10^x1 d'une suspension de 

20 Salmonella (0,5 McF) et isolee en 3 cadrans sur une boite de Petri. Differentes selles et 
differentes souches de Salmonella provenant de la collection de la demanderesse sont 
utilisees selon ce protocole. Les boites de Petri sont incub6es 24 heures a 37°C. La 
lecture de T apparition d'une coloration au niveau du point de d6pot de la selle et au 
niveau des colonies de Salmonella est effectu6e selon une echelle semi-quantitative : 

25 0 = absence de coloration 

0,5 = trace de coloration 

1 = coloration faible 

2 = coloration forte . 



30 



Les resultats obtenus sont pr6sent6s dans le tableau 1 . 
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[Paraoxon 6thyl] en mg/1 
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N° selle 


D6p6t 


Colonies 


Depot 
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1 
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1 



Tableau 1 : Effets du Paraoxon® ethyl (0 ; 1 ; 5 ou 10 mg/1) sur l'activite des 



enzymes libres 

Ces r6sultats montrent que les reactions enzymatiques aspecifiques sont inhibSes 
fortement en presence de Paraoxon ethyl, ce qui limite la detection de faux positifs. 

5 

Exemple 2 : Inhibition des enzymes libres par l'Haloxon® (0,0-Di (2- 
chloroethyl)-0-(3-chloro-4-methylcoumarin-7-YL) phosphate) 

Le but des experiences presentes dans cet exemple est de d&nontrer Peffet inhibiteur 
des enzymes libres de PHaloxon® (Sigma, St Quentin Fallavier, France) sur des selles 
10 contaminees par des Salmonelles. 

Preparation du milieu de detection : 250ml du milieu de Pexemple 1 dans lequel le 
paraoxon® ethyl est remplac6 par diffSrentes concentrations d'Haloxon (R276995, 
Sigma, St Quentin Fallavier, France; 0 ; 1 ; 10 ; 100 ou 1000 mg/1) sont prepares selon 
15 le precede de Pexemple 1 . 

Les differents milieux de detection ainsi obtenus sont ensuite coules en boite de Petri. 

Ensemencement des bacteries Salmonella : les boites de Petri sont inoculees, incub6es 
et lues comme dans Pexemple 1. 
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Les resultats obtenus sont presentes dans le tableau 2. 







[Haloxon] en mg/l 
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Tableau 2 : Effets de l'Haloxon® (0 ; 1 ; 10 ; 100 ou 1000 mg/l) sur l'activite des 

enzymes libres 



5 Ces rSsultats montrent que les reactions enzymatiques asp6cifiques sont inhib6es 
fortement en presence d'Haloxon, ce qui limite la ddtection de faux positifs. 
A noter qu'une variante consiste a ajouter Finhibiteur dans le milieu de pretevement 
des bact&ies au lieu de F ajouter directement dans le milieu de culture 

10 Exemple 3 : M£thode pour identifier des inhibiteurs d'au moins une deuxi&me 
enzyme selon rinvention 

Cette methode consiste k effectuer F experience des exemples 1 ou 2 en rempla^ant : 
i) le milieu de culture decrit (y compris les substrats enzymatiques) par celui 
approprie aux microorganismes recherch6s 
15 ii) les selles par F6chantillon dans lequel on recherche lesdits microorganismes 

et qui produit une reaction parasite avec un ou plusieurs des substrats 
enzymatiques inclus dans le milieu 
iii) le paraoxon® ou Phaloxon® par Finhibiteur potentiel a tester h diffSrentes 
concentrations. 
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REVENDICATIONS 

Milieu de detection et/ou d'identification de microorganismes comprenant un 
milieu de culture et au moins un substrat qui peut etre hydrolyse en un produit 
marque par au moins une premiere enzyme, sperifique des microorganismes, 
caracterise en ce qu'il comprend au moins un inhibiteur d'au moins une 
deuxidme enzyme, diff<6rente de la premiere enzyme ou identique a celle-ci mais 
non spScifique desdits microorganismes. 

Milieu de detection et/ou d'identification, selon la revendication 1, caracterise 
en ce que caracterise en ce que le microorganisme est une bacterie. 

Milieu de detection et/ou d'identification, selon la revendication 2, caracterise 
en ce que ladite bacterie appartient au genre Salmonella. 

Milieu de detection et/ou d'identification, selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que ladite premiere enzyme est une 
esterase. 

Milieu de detection et/ou d'identification, selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce que Finhibiteur appartient a la famille des 
organophosphates. 

Milieu de detection et/ou d'identification selon la revendication 5, caracterise en 
cejgue Finhibiteur est le 0,0-Diethyl p-nitrophenyl phosphate et/ou le 0,0-Di 
(2-chloroethyl)-0-(3-chloro-4-methylcoumarin-7-YL) phosphate et/ou au moins 
un derive de ces molecules. 

Milieu de detection et/ou d'identification selon la revendication 6, caracterise en 
ce que la concentration en 0,0-Diethyl p-nitrophenyl phosphate ou son derive 
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REVINDICATIONS 

1. Milieu de detection et/ou d 'identification de microorganismes comprenant un 
milieu de culture et au moins un substrat qui peut etre hydrolysS en un produit 
marque par au moins une premiere enzyme, sp6cifique des microorganismes, 
caract6ris6 en ce qu' il comprend au moins un inhibiteur d'au moins une 
deuxidme enzyme, differente de la premiere enzyme ou identique a celle-ci mais 
non specifique desdits microorganismes. 

2. Milieu de detection et/ou d' identification, selon la revendication 1, caracterise 
en ce que le microorganisme est une bacterie. 

3. Milieu de detection et/ou d 'identification, selon la revendication 2, caracterise 
en ce que ladite bacterie appartient au genre Salmonella. 

4. Milieu de detection et/ou d' identification, selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que ladite premiere enzyme est une 
esterase. 

5. Milieu de detection et/ou d'identification, selon Tune quelconque des 
revendications 1 k 4, caracterise en ce que Tinhibiteur appartient k la famille des 
organophosphates . 

6. Milieu de detection et/ou d'identification selon la revendication 5, caracterise en 
ce que Tinhibiteur est le 0,0-Diethyl p-nitrophenyl phosphate et/ou le 0,0-Di 
(2-chloroethyl)-0-(3-chloro-4-methylcoumarin-7-YL) phosphate et/ou au moins 
un d6riv£ de ces molecules. 

7. Milieu de detection et/ou d'identification selon la revendication 6, caracterise en 
ce que la concentration en 0,0-Diethyl p-nitrophenyl phosphate ou son deriv<§ 
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10 

REVINDICATIONS 

1. Milieu de detection et/ou d'identification de microorganismes comprenant un 
milieu de culture et au moins un substrat qui peut etre hydrolyse en un produit 

5 marque par au moins une premiere enzyme, specifique des microorganismes, 

caracterise en ce qu' il comprend au moins un inhibiteur d'au moins une deuxieme 
enzyme, differente de la premiere enzyme ou identique a celle-ci mais non 
specifique desdits microorganismes, ladite deuxieme enzyme etant liberee lors du 
prelevement de l'echantillon. 

10 

2. Milieu de detection et/ou d'identification, selon la revendication 1, caracterise en ce 
que le microorganisme est une bacterie. 

3. Milieu de detection et/ou d' identification, selon la revendication 2, caracterise en ce 
1 5 que ladite bacterie appartient au genre Salmonella. 

4. Milieu de detection et/ou d' identification, selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que ladite premiere enzyme est une esterase. 

20 5. Milieu de detection et/ou d'identification, selon Tune quelconque des 

revendications 1 a 4, caracterise en ce que 1'inhibiteur appartient a la famille des 
organophosphates. 

6. Milieu de detection et/ou d'identification selon la revendication 5, caracterise en ce 
25 que T inhibiteur est le 0,0-Diethyl p-nitrophenyl phosphate et/ou le 0,0-Di (2- 

chloroethyl)-0-(3-chloro-4-methylcoumarin-7-YL) phosphate et/ou au moins un 
derive de ces molecules. 

7. Milieu de detection et/ou d'identification selon la revendication 6, caracterise en ce 
30 que la concentration en 0,0-Diethyl p-nitrophenyl phosphate ou son derive dans le 

milieu de detection est comprise entre 0,1 et 15 mg/1, preferentiellement entre 1 et 
10mg/l. 
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dans le milieu de detection est comprise entre 0,1 et 15 mg/1, prSferentiellement 
entre 1 et 10mg/l. 

8. Milieu de detection et/ou d'identification selon la revendication 6, caract&is6 en 
ce que la concentration en 0,0-Di(2-chloroethyl)-0-(3-chloro-4- 
methylcoumarin-7-YL) phosphate ou son deriv6 dans le milieu de detection est 
comprise entre 1 et 1000 mg/1, pr6ferentiellement entre 30 et 100 mg/1 

9. Milieu de detection et/ou d'identification selon Tune quelconque des 
revendications 1 £ 8 caracteris£ en ce que ledit substrat est un substrat 
chromogene, preferentiellement un ester d'indoxyl ou de ses derives 

10. Proc&Ie detection et/ou d' identification de microorganismes comprenant : 

• 1'ensemencement des microorganismes a identifier sur un milieu de 
detection, selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, 

• Pincubation du milieu de detection ensemenc6 avec les microorganismes 
k identifier, et 

• la determination de la presence de microorganismes par la detection du 
ou des substrats hydrolys6s en un produit marque. 

11. Utilisation du milieu de detection et/ou d* identification selon Tune quelconque 
des revendications 1 a 9 
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dans le milieu de detection est comprise entre 0,1 et 15 mg/1, pr6ferentielfement 
entre 1 et 10 mg/1. 

8. Milieu de detection et/ou d' identification selon la revendication 6, caracteris6 en 
ce que la concentration en 0,0-Di(2-chloroethyl)-0-(3-chloro-4- 
methylcoumarin-7-YL) phosphate ou son derive dans le milieu de detection est 
comprise entre 1 et 1000 mg/1, preferentiellement entre 30 et 100 mg/1 

9. Milieu de detection et/ou d'identification selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 8 caracterise en ce que ledit substrat est un substrat 
chromogene, preferentiellement un ester d'indoxyl ou de ses d6riv6s 

10. Precede detection et/ou d'identification de microorganismes comprenant : 

• l'ensemencement des microorganismes a identifier sur un milieu de 
detection, selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, 

• Pincubation du milieu de detection ensemence avec les microorganismes a 
identifier, et 

• la determination de la presence de microorganismes par la detection du ou 
des substrats hydrolyses en un produit marque. 

11. Utilisation du milieu de detection et/ou d'identification de microorganismes 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 9 
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8. Milieu de detection et/ou d'identification selon la revendication 6, caracterise en ce 
que la concentration en 0,0-Di(2-chloroethyl)-0-(3-chloro-4-methylcoumarin-7- 
YL) phosphate ou son derive dans le milieu de detection est comprise entre 1 et 
1000 mg/1, preferentiellement entre 30 et 100 mg/1 

9. Milieu de detection et/ou d'identification selon Tune quelconque des revendications 
1 a 8 caracterise en ce que ledit substrat est un substrat chromog&ie, 
preferentiellement un ester d'indoxyl ou de ses derives 

10. Proced6 detection et/ou d' identification de microorganismes comprenant : 

• Pensemencement des microorganismes a identifier sur un milieu de detection, 
selon Tune quelconque des revendications 1 & 9, 

• Tincubation du milieu de detection ensemence avec les microorganismes a 
identifier, et 

• la determination de la presence de microorganismes par la detection du ou des 
substrats hydrolyses en un produit marque. 



11. Utilisation du milieu de detection et/ou d'identification de microorganismes selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 9 
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